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Praktické cviceni €. datum jméno
Letni semestr

Téma praktika:

Cytologie likvoru

Teoreticky uivod: Normaln¢ je likvor tekutinou bunééné chudou, obsahuje nejvyse 5 jadernych
bun¢k v 1 mikrolitru. Fyziologicky se v likvoru vyskytuji zejména lymfocyty a monocyty,
ojedin¢le mizeme pozorovat bunky vystelky likvorovych cest (ependymové bunky, bunky
plexus chorioideus a buiiky arachnotelové), jen zcela vyjimecné neutrofilni granulocyty (1 — 2
na cely preparat). Pfi ¢asté minimalni kontaminaci moku krvi mohou byt kromée erytrocytti
ptitomné také ojedinélé granulocyty (neutrofilni, vyjimecné eosinofilni). Pocet granulocytt je
pochopitelné piimo imérny mife krevni ptimeési.

Pti zanétlivych a nadorovych onemocnénich centralniho nervového systému (CNS) a jeho
obalt, ale 1 pii patologickém krvaceni do likvorovych cest, dochazi ke zvySeni poctu bunck

v likvoru — tento jev oznacujeme jako pleocytéza. Mirna pleocytdza (ptiblizn€ do 10
jadernych bunék/uL) mize byt i nespecifickym reaktivnim nalezem u nejriznéjsich
neurologickych diagnéz. U hnisavych zanétl (zpravidla zpisobenych baktériemi — nejcastéji
Streptococcus pneumoniae nebo Neisseria meningitidis, ale vzacné&ji 1 fadou dalSich) je
pleocytdza velmi vyrazna, pocet bun€k stoupa na vyssi stovky az tisice v 1 mikrolitru a jde
pfevazné o neutrofilni granulocyty. U nehnisavych zanéta (virovych, ale i n€kterych
bakterialnich — zpisobenych spirochétami) je zvyseni poc¢tu bunék méné vyrazné, pocet
bunék stoupa na desitky az niz$i stovky v 1 mikrolitru a pfevazné jde o mononuklearni buniky,
tj. lymfocyty a monocyty, 1 kdyZ v tvodu se mohou vyskytovat i dosti ¢etné neutrofilni, popf.
1 neCetné eosinofilni granulocyty.

U krvaceni do likvorovych cest je diagnosticky nalez fagocytozy erytrocyti v makroféazich,

k niz dochézi jiz 6 — 12 hodin po vzniku krvaceni (u Cerstvého krvaceni 1ze zcela vyjimecné
pozorovat i fagocytozu erytrocytli neutrofilnimi granulocyty, nejde vSak o bézny nalez).
Fagocytované erytrocyty jsou béhem nékolika dni v makrofazich rozlozZeny a ptiblizné po
tydnu uz jsou vidét jen velké, kulaté, opticky prazdné vakuoly v makrofazich, kterym fikame
posterytrofagocytarni. Po né€kolika dnech jsou patrnd rozkladem hemoglobinu vznikajici
granula hemosiderinu a hematoidin (krystalicky bilirubin).

U nadorovych onemocnéni CNS je cytologické vySetieni likvoru zasadni pro odhaleni
nadorové infiltrace mozkomiSnich plen (meningeosis carcinomatosa, meningeosis
melanomatosa, meningeosis leukaemica, meningeosis lymphomatosa). Nadorové bunky lze
poznat podle tzv. cytomorfologickych kritérii malignity (mezi hlavni patii velké buiiky, velka
a Casto nepravidelna jadra, u n€kterych hematologickych malignit s hlubokymi zatezy, velka
jadérka, bazofilni cytoplazma vzhledem k intenzivni proteosyntéze, ¢asto rizné vybézky
cytoplazmy), ale u hematologickych malignit nemusi byt vZdy morfologicky rozeznatelné.

V ptipad€ leukémii a lymfomu je dileZité indikovat vySetfeni likvoru metodou pritokoveé
cytometrie. VétSina lymfomi vychazi z B fady, takze nalez pfevazujiciho zastoupeni B
lymfocyta v likvoru je jiz sém o sob¢ velmi podeziely z nddorové infiltrace pfi
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lymfoproliferativnim onemocnéni (v normalnim likvoru je méné€ nez 2% B lymfocyti, u
roztrousené skler6zy muize byt asi do 5% B lymfocytli, u neuroborrelidzy jakozto
neuroinfekce s nejvyraznéji vyjadienou B bunénou odpovédi nejvyse do 25%).

Okruhy k nastudovani a dotazy:
1. Zopakujte si z hematologie zdkladni charakteristiky, podle kterych poznate lymfocyt,
monocyt, neutrofilni, eosinofilni a bazofilni granulocyt a plazmatickou bunku.
2. Srovnejte fyziologické bunééné slozeni krve a likvoru — v ¢em se 1i8i?

Pristroje a pomiicky: Fuchs-Rosenthalova komirka, laboratorni mikroskopy

Ukoly:

1. Stanovte pocet jadernych bunék a erytrocytii ve Fuchs-Rosenthalové komurce ve
vzorku nativniho likvoru.

2. Stanovte poc¢et mononukledrt a polymorfonuklearti ve Fuchs-Rosenthalové komtrce
ve vzorku likvoru obarveném krystalovou violeti.

3. Zhotovte cytologicky preparat v likvoru cytocentrifuga¢ni metodou. Vysledek si
ovéite prohlédnutim preparatu po jeho zamontovani do Entellanu v mikroskopu.

4. Vyhodnot'te zadany cytologicky preparat likvoru.

NAVOD K JEDNOTLIVYM UKOLUM:

Pozn. Na riiznych pracovistich se postup miize mirné lisit, prevazné z diivodu tradicnich —
pokud jednou zavedeny postup vyhovuje, dal se uz nemeni; zéasti také podle pouzité barvicky
k obarveni jadernych bunék. Srovnejte si napr. navody s navody pro FN Brno-Bohunice, kde
ma likvorové praktikum jind skupina studentu.

Pocitani jadernych bunék a erytrocytii ve Fuchs-Rosenthalové komiirce:

Erytrocyty pocitdme v nebarveném (nativnim) likvoru. Zkumavku s likvorem Setrné
promichame a poté aplikujeme 20 pL nativniho likvoru pipetou pod podlozZni sklicko z jedné
strany Fuchs-Rosenthalovy komtrky.

Jaderné bunky pocitame ve vzorku likvoru obarveném roztokem methylvioleti.

Ptiprava vzorku: do eppendorfky s 20 uL roztoku methylvioleti (eppendorfky s methylvioleti
jsou v mrazaku, rozmrazi se bezprosttedné ptred pouzitim) pridame 200 pL dobie
promichaného likvoru. Poté opét Setrn€ promichdme a po 2 minutach aplikujeme 20 pL.
pipetou pod podlozni skli¢ko z druhé strany Fuchs-Rosenthalovy komurky.

Vzorek je nutné nechat asi 2 minuty ,,usadit™. Poté poc¢itdme erythrocyty v nativnim
(nebarveném) likvoru a jaderné buiky v barveném likvoru.

fet—1.00 na. — —w]  f#—0.25 mu.
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Obr.1: Vlevo zndzornéni miizky ve Fuchs-Rosenthalové komtrce (16 x 16 malych ¢tverecka
oddélenych jednoduchymi ¢arami, resp. 4 x 4 velké ¢tverce odd€lené trojitymi ¢arami;
celkovy objem komurky je 3,2 uL, ale vzhledem k ,,mrtvému objemu‘* mimo mfizku musite
aplikovat vice — cca 15-20 uL), vpravo pohled na Fuchs-Rosenthalovu komurku s krycim
sklickem

Je-li pocet erytrocytll nebo jadernych bunék velky (vice nez 10 bunék v jednom malém
ctverecku), nepocitame celou komurku, ale jen tthlopti¢nu. Pii po¢tu bunék nad cca 30

v jednom malém ¢tverecku pocitdme v uhlopiicné celkem 4 malé ctverecky (vzdy prvni maly
tveredek ve velkém Gtverci). Jinak poéitame vzdy v CELE Fuchs-Rosenthalové komiirce!
Proto napr. vysledek typu 2 x4 x 16 = 128/3 NEBUDE uznan jako spravny, ale 200 x4 x 16
= 12800/3 ano. Rozlisujte MONONUKLEARY (buiiky s nesegmentovanymi jadry) a
POLYMORFONUKLEARY (buiiky se segmentovanymi jadry, tj. granulocyty). Soucet
mononukledrt a polymorfonukledrt piedstavuje celkovy pocet jadernych bunék (,,elementt*;
erytrocyty k nim nepfti¢itame !!!). Kdo vyda vysledek typu ,, 100 bunek/uL véetnée erytrocytit*
(takovy nalez videl autor tohoto praktického cviceni ve zdravotnické dokumentaci

z prekladové zpravy na infekcni oddéleni), bude z laboratore vyhnan bicem.

Pozn.: prohlizejte meandrovité po jednotlivych fadach, doostiujte POUZE mikrosroubem, pfi
doostfovani NESMITE ,, ZTRATIT“ MRIZKU! Pokud se tak stane, zavolejte radgji
vyucujiciho, nebot’ pokusy ji opét ,,nalézt™ casto konci ,,vytlacenim* likvoru z komurky a
rozbitim kryciho skli¢ka, v hor§im ptipad¢ i celé Fuchs-Rosenthalovy komurky.

Hodnoceni trvalého cytologického preparatu:
Zopakujte si morfologii jednotlivych bunék:

- lymfocyty jsou malé bunky (velikosti erytrocytu nebo jen o malo vétsi) s kulatym,
denznim (,,neprithlednym®) jddrem a uzkym lemem cytoplazmy; v normdlnich
likvorech tvoti 50-90 % vsech bunck

- monocyty jsou o néco veétsi bunky s rtizné tvarovanym, vétSinou fazolovitym,
rohlickovitym ¢1 podkovovitym jadrem, které je méné denzni (,,prihledné&jsi®) a
obsahuji vice cytoplazmy nez lymfocyty; cytoplazma monocyti je pfi pouZitém
barveni svétle Sedomodra; v normalnich likvorech tvoti 10-50 % vSech bunék, nékdy
jsou i mirn€ prevazujicim bunécnym typem;

- bunky vystelky likvorovych cest jsou vétSinou jesté vétsi nez monocyty, na rozdil od
nich maji pravidelné kulaté ¢i ovalné jadro; mohou se vzacné vyskytovat v normalnich
likvorech; jejich zdména za monocyty je mozna a z praktického hlediska nejde o
zavazny omyl; nutno vSak dat pozor na jejich moZnou zdménu s nadorovymi bunikami

- neutrofilni granulocyty jsou buiiky se segmentovanym jadrem, 2-5 segment je
spojeno tenkymi mistky; cytoplazma je v pouZitém barveni vétSinou
oranzovoruzového, jemné zrnitého vzhledu; v normalnich likvorech se nevyskytuji
viibec nebo jen zcela ojedinéle (<5 %)

- eosinofilni granulocyty jsou bunky se segmentovanym jadrem, zprav. 2 nebo nejvyse
3 segmenty, v typické podobé ma jadro ,,brylovity* tvar (2 segmenty spojené
mustkem, podobné jako bryle), a v cytoplazmé obsahuji velkd, v mikroskopu viditelna
cihlové ¢ervena eosinofilni granula; v normalnich likvorech se nevyskytuji

- plazmocyty jsou terminalni stadia vyvoje B-lymfocyta produkujici protilatky,

v normalnim likvoru se nevyskytuji. Jsou o néco vétsi nez lymfocyty, jddro ma
zpravidla (ale ne vzdy) hrubou chromatinovou strukturu, kterd n€kdy nabyva az
,loukotovitého* vzhledu, je perifern€¢ ulozené a na jednom polu je mezi jadrem a
cytoplazmou srpeckovité projasnéni (,,archoplazma* — podminéno rozvinutym
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Golgiho komplexem), cytoplazma je siln€ bazofilni (temné modréd az modrofialova, to
je podminéno zvySenym obsahem RNA pfi proteosyntéze)

- nadorové bunky: jejich rozpoznani vyzaduje zna¢nou zkuSenost, jejich morfologie se
1i81 podle typu a biologickych vlastnosti nddoru; mohou se vyskytovat izolované i ve
shlucich, vétSinou jsou vétsi nez nenddorové buiiky, maji velka, ¢asto nepravidelna
jadra, nékdy s vyraznym jadérkem nebo jadérky, siln¢ bazofilni cytoplazmu
(vzhledem k rozvinuté proteosyntéze), ktera nékdy vybiha v nepravidelné vybézky
(,,nosy*); mohou a nemusi byt pfitomny mitdézy (mitdzy najdeme vzacné i
v nenddorovych likvorech, pro maligni nadory specifictéjsi je piitomnost
nepravidelnych mitotickych figur)

V preparatu budete z ¢asovych divodu diferencovat 100 buné¢k; pfimo tak obdrzite
procentudlni zastoupeni jednotlivych bunéénych typl. Vzdy se snazte preparat prohlédnout
cely, abyste zachytili 1 minoritni bunééné populace; pokud najdete bunécné typy, které jste do
diferenciace nezahrnuly, uved’te v kolonce ,,procento* bud’ ,,0ojedinéle®, nebo ,,<1 %*. Pokuste
se cytologicky preparat zhodnotit jako fyziologicky nebo patologicky, ptipadné mlizete zkusit
i odhadnout, o jaké onemocnéni by se mohlo jednat.

Vsechny vysledky zapiste do nasledujici tabulky:

Parametr Vysledek Poznamka

Pocitani bunék — cislo Zde uved’te pocet

vzorku bun¢k z analyzatoru
UF5000 (Sysmex):

Pocet erytrocyti/uL —

nativni preparat

Pocet jadernych bunék/pL —
nativni preparat

Pocet jadernych bunék/pL —
barveny preparat

Trvaly cytologicky prepardt
— Cislo vzorku

Lymfocyty (%)

Monocyty (%)

Neutrofilni granulocyty (%)

Jiné (%) — specifikujte

Hodnoceni cytologického
preparatu




